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RESUMEN 
 
La tuberculosis (TB) es una enfermedad crónica infecciosa causada por los miembros 
del complejo Mycobacterium tuberculosis. En el Perú la incidencia de TB en el año 
2013 fue de 32 000 casos por 100 000 habitantes, por lo que se considera un 
problema de salud pública. El desarrollo de métodos moleculares para la 
caracterización genotípica como son las unidades repetitivas interespaciadas de 
micobacterias (MIRU-VNTR), proporcionan información útil para el control 
epidemiológico y prevención de casos. Sin embargo, estudios de epidemiología 
molecular de Mycobacterium tuberculosis (MTB) en una región con alta incidencia de 
TB, como es el caso de la Región Callao, aún no se han realizado. El objetivo de este 
estudio fue identificar los linajes de MTB en la Región Callao utilizando la metodología 
MIRU-VNTR. 
 
El estudio comprendió 133 muestras de DNA obtenidas a partir de aislamientos de 
MTB en medio sólido Löwenstein - Jensen (LJ). La genotipificación de MTB se realizó 
utilizando 24 MIRU-VNTR. Los resultados reportaron un alto poder discriminatorio de 
este método con un HGDI de 0.995, y el linaje LAM fue el más prevalente (51.1 %), 
seguido por Haarlem (18.8 %), el linaje asiático Beijing (8.3 %), el linaje Uganda se 
identificó en el 6% y los linajes T y S se observaron con un 2.3 % y 0.8 %, 
respectivamente. Se identificaron como Orphans (huérfanos) un 8.3 % de las cepas 
analizadas.  
 
La Región Callao muestra una gran diversidad de linajes; así como, la presencia de 
patrones huérfanos endémicos. Esta información permite reconocer los linajes que se 
encuentran circulando en toda la región, así mismo su posible relación con 
multidrogorresistencia, lo cual será de gran utilidad al sector salud, para establecer 
programas de control y prevención oportuna de casos de tuberculosis. 
Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis, MDR, MIRU-VNTR, HGDI, linaje. 
V 
 
ABSTRACT 
 
Tuberculosis (TB) is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium 
tuberculosis complex species. In Perú, the incidence of TB in 2013 was 32 000 cases 
per 100 000 population, which is considered a public health problem. The development 
of molecular methods for genotypic characterization as mycobacterial interspersed 
repetitive units (MIRU-VNTR) provide useful information to epidemiological control and 
prevention of cases. However, molecular epidemiology studies of Mycobacterium 
tuberculosis (MTB) in a region with high incidence of TB, such as the Callao Region, 
still have not been performed. The aim of this study was to identify the lineages of MTB 
in Callao Region using MIRU-VNTR methodology. 
 
The study included 133 DNA samples obtained from isolates of MTB in solid 
Löwenstein - Jensen medium (LJ). MTB genotyping was performed using 24 MIRU-
VNTR. The results indicated a high discriminatory power of this method with a HGDI of 
0.995, and the LAM lineage was the most prevalent (51.1 %), followed by Haarlem 
(18.8 %), the Asian lineage Beijing (8.3 %), Uganda lineage was identified in 6 % , T 
and S were observed 2.3 % and 0.8 % respectively. There were identified as orphans 
8.3 % of the strains tested. 
  
The Callao Region shows great diversity of lineages, as well as the presence of 
endemic orphans patterns. This information allows us to recognize the linages that are 
circulating throughout the region, also its possible relationship with multidrug 
resistance, which will be useful to the health sector to establish control programs and 
timely prevention of tuberculosis. 
 
Keywords: Mycobacterium tuberculosis, MDR, MIRU-VNTR, HGDI, linage. 
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I. INTRODUCCIÓN 
 
La tuberculosis (TB), causada por Mycobacterium tuberculosis (MTB), es un problema 
de salud global en la actualidad, y sigue siendo la principal causa de muerte por 
enfermedad infecciosa curable en el mundo a pesar de la amplia disponibilidad de 
intervenciones efectivas para su control (Dye, 2006). Actualmente, la TB ocupa el 
séptimo lugar de causas de muerte en el ranking mundial (Mathers et al., 2005). En el 
2013, se reportaron 9 millones de casos nuevos de TB equivalente a 126 casos por 
100 000 personas; así como, 1.5 millones de muertes a causa de esta enfermedad 
(WHO, 2014). La aparición de cepas multidrogorresistentes (MDR) y extremadamente 
resistentes a drogas (XDR), además del aumento de la incidencia del virus de la 
inmunodeficiencia humana (VIH) han contribuido a la difusión y a la reactivación de la 
enfermedad. Esto indudablemente se contrapone a los lineamientos de la 
Organización Mundial de Salud (OMS), que busca reducir la tasa de prevalencia y 
mortalidad causada por TB hasta un 50% en el 2015 y su total eliminación como un 
problema de salud pública para el 2050 (WHO, 2010). 
 
Aunque el número de casos nuevos de TB en el Perú ha disminuido entre 1990    
(183.3 casos por 100 000 personas) y el 2010 (96.1 casos por 100 000 personas), la 
tasa de incidencia es aún alta (MINSA, 2011). De acuerdo con el Programa Nacional 
de Tuberculosis, 17 264 casos nuevos de TB pulmonar fueron notificados en el Perú 
en el 2010 (MINSA, 2011), la mayoría (58%) casos fueron notificados en Lima y 
Callao. Perú representa sólo el 3% de la población de las Américas; sin embargo, el 
12% de pacientes con TB y el 32% de pacientes MDR de la región reside en el país 
(WHO, 2012). Durante el año 2013, se registraron 31 mil casos de TB sensible, 1260 
casos de TB-MDR y 66 casos de TB-XDR en el Perú (DIRESA CALLAO, 2013). 
Existen muchas evidencias acerca de la variación en la capacidad de MTB para 
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difundirse entre cepas; así como, que las cepas presentan diferentes geografías y 
hospederos específicos (Filliol et al., 2006; Gagneux et al., 2006). 
 
Lima y Callao presentan el 54 % de los casos de TB, 82 % de casos MDR y 89 % de 
casos XDR en la actualidad (MINSA, 2013). La Región Callao es uno de los lugares 
con alta carga de TB, en el 2013 su tasa de morbilidad fue de 133 casos por 100 000 
habitantes y su tasa de incidencia fue de 110 casos por 100 000 habitantes, además 
de diagnosticarse 296 casos nuevos de TB-MDR (DIRESA CALLAO, 2013). La Región 
Callao está compuesta por 3 redes de salud: Red Bonilla (Callao, La Punta), Red 
BEPECA (Bellavista, La Perla, Carmen de la Legua) y Red Ventanilla (Ventanilla). Por 
otro lado, si se observan las tasas a nivel de las Redes de Salud de la Región Callao, 
se encuentra que estos indicadores no son iguales en las tres Redes, y que cada una 
de ellas merece un análisis particular en relación a sus problemas propios. La Red 
Bonilla presenta una alta tasa de mortalidad (159.24 x 100 000 Hbtes), la cual es 
elevada en relación a las otras dos redes y que nos habla de una mayor probabilidad 
de contagiarse debido al hacinamiento que hay en muchos hogares pertenecientes a 
la Red y los factores asociados que un considerable grupo de pacientes conllevan 
como son las comorbilidades y otros aspectos sociales: alcoholismo, drogadicción, 
personas privadas de su libertad, personas con antecedentes penales, entre otras 
(DIRESA CALLAO, 2013).  
 
Existe una alta diversidad genética de cepas de Mycobacterium tuberculosis a nivel 
mundial que causan la enfermedad, se han descrito como prevalentes en el mundo los 
linajes: Haarlem (H), Latino América-Mediterráneo (LAM), T, Este de África-India (EAI), 
Central-Asia (CAS), X y Beijing. Cada nombre está atribuido al lugar de procedencia 
donde se identificó inicialmente. A pesar de esto, no se conocen los linajes circulantes 
de MTB que afectan a la población del Callao, ni la prevalencia de infección por cepas 
resistentes. 
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Los estudios moleculares de MTB permiten la investigación de la epidemiología de TB, 
revelando perspectivas sobre la diferencias en el éxito de transmisión de las cepas; 
mientras que la observación y el análisis de la epidemiología puede comprobar 
hipótesis acerca de la biología de la cepa (Demay et al., 2012). Los métodos 
epidemiológicos moleculares podrían ayudar a comprender mejor la dinámica de la 
población con TB de la Región Callao. En general, no hay datos disponibles sobre la 
epidemiología molecular actual de las cepas circulantes de MTB en el Perú. La 
información de la diversidad de MTB colectada en bases de datos mundiales 
proporciona una plataforma sólida para la investigación en filogenia y virulencia 
(Streicher et al., 2007).  Existen 2 bases de datos para poder identificar linajes de 
MTB: La base de datos SpolDB 4.0 que comprende sólo 96 cepas peruanas de las   
39 609 cepas publicadas (Brudey et al., 2006) y la base Homepage MIRU-VNTRplus 
(Allix-Béguec et al., 2008). Estas metodologías contribuyen al diseño de medidas 
racionales para el control de TB. 
 
Desde el descubrimiento de polimorfismos de DNA en MTB, la genotipificación 
molecular de las cepas tiene un valor incalculable para el estudio de la epidemiología 
de la tuberculosis (Murray et al., 2002). Los estudios epidemiológicos de TB en todo el 
mundo (Candia et al. 2007, Sharma et al. 2008, Valcheva et al. 2008), se han basado 
en el supuesto de que los pacientes con cepas genotípicamente agrupadas están 
epidemiológicamente vinculadas y representan transmisiones recientes. En contraste, 
los pacientes infectados con diferentes tipos de cepas no se consideran indicativos de 
transmisión reciente. Por lo tanto, el uso de marcadores genéticos polimórficos 
estables permitiría distinguir cepas no relacionadas; así como, identificar aislados de 
las mismas cepas. Además, estos métodos de caracterización empleados deben ser 
reproducibles, discriminatorios y fáciles de realizar. Se han propuesto varias técnicas 
basadas en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para genotipificar cepas de 
MTB. El Polimorfismo de longitud de fragmentos de restricción (RFLP) – IS6110 es la  
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técnica de referencia y la más utilizada en todo el mundo (van Embden et al., 1993) 
debido a su alta capacidad de discriminación (Kremer et al., 1999). El Spoligotyping es 
otro método basado en la amplificación de la región de agrupación DR (repetición 
directa variable) (Cronin et al., 2002). Un enfoque más reciente es el análisis de 
múltiples loci que contienen un número variable de repeticiones en tándem (VNTR) de 
unidades repetitivas intercaladas de micobacterias (MIRUS), la cual se basa en el 
polimorfismo de 24 MIRU-VNTR loci y permite un análisis fácil de los datos que se 
pueden comparar con la base de dato mundial SpolDB 4.0 (van Embden et al., 1993; 
Kremer et al, 1999;  Kanduma et al., 2003). Recientemente, dos estudios han revelado 
que el uso de SNPs (polimorfismos de nucleótido simple) son marcadores filogenéticos 
altamente valorables (Filliol et al., 2006; Gutacker et al., 2006). Por lo tanto, los SNPs 
pueden ser marcadores útiles tanto para la identificación de especies del complejo 
MTB y la determinación de genotipos de aislados de M. tuberculosis. 
 
La metodología MIRU-VNTR ha proporcionado una resolución comparable a     
IS6110-RFLP, lo que sugiere que este método puede ser utilizado en los estudios 
epidemiológicos de la TB para detectar eventos clave como transmisiones y 
reemergencias (Mazars et al., 2001; Supply et al., 2001). 
 
Los estudios de genotipificación en MTB han permitido determinar su estructura 
poblacional y evolución mediante la cuantificación de las asociaciones entre el 
genotipo de la cepa con fenotipos de resistencia a fármacos, además de determinar el 
linaje prevalente y otros factores epidemiológicos incluyendo el origen geográfico. Esto 
contribuye a mejorar el desarrollo de estrategias para el control de la enfermedad. 
 
El  objetivo de este estudio será identificar la diversidad de linajes de MTB que circulan 
en la Región Callao - Perú y determinar su asociación a la resistencia a drogas 
antituberculosas de primera línea, transmisión y clonalidad. 
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II. MARCO TEÓRICO 
 
II.1. Definición de tuberculosis  
 
La TB es una enfermedad sistémica, infecciosa y crónica que afecta mayormente al 
sistema respiratorio. Producida principalmente por especies del complejo MTB: 
Mycobacterium tuberculosis, M. bovis, M. africanum y M. microtti, que pueden afectar 
a humanos (Brosch et al., 2002). La infección se adquiere habitualmente en etapas 
tempranas de la vida, condicionando a una infección aguda frecuentemente 
asintomática con desarrollo de inmunidad, formación de granuloma y calcificación, 
denominándose a esto tuberculosis latente (TBL) (Daniel et al, 1994). La TB afecta 
principalmente los sistemas respiratorio, digestivo, linfático y renal, atacando al estado 
general, de manera que si no es tratada oportuna y eficientemente puede llevar a la 
muerte a quien la padece. La TB pulmonar es la forma más frecuente e infectante; así 
como, de mayor importancia epidemiológica, por lo que es considerada como un 
problema de salud pública en nuestro país (Van Soolingen, 2001).  
II.2. Clasificación taxonómica de MTB  
 
Dominio:  Bacteria 
   Phylum:  Actinobacteria 
      Clase:  Actinobacteria 
         Subclase:  Actinobacteridae 
            Orden:  Actinomycetales 
               Suborden:  Corynebacterineae 
                  Familia:  Mycobacteriaceae 
                     Género:  Mycobacterium 
                        Especie:  Mycobacterium tuberculosis 
 «Mycobacterium tuberculosis». Sanger Institute (2007) 
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II.3. Características de las micobacterias  
 
Las micobacterias son bacilos largos de 3 a 5 μm de longitud o curvos en forma de 
maza, inmóviles, no esporulados, con abundantes gránulos citoplasmáticos, 
resistentes a la tinción con colorantes comunes, resistentes a la decoloración con una 
mezcla de alcohol-ácido, algunos son aerobios, con crecimiento rápido y lento. Su 
estructura es rica en lípidos (20-60 %), oportunistas y saprofitas.     
 
MTB y otras micobacterias son biológicamente similares a las bacterias Gram+, 
aunque frente a la tinción de Gram las micobacterias son débilmente Gram+ o no se 
tiñen. Su membrana consiste en dos partes principales: la membrana plasmática y, 
alrededor de ella, la pared celular. La primera le otorga a la célula protección osmótica, 
además de transporte de iones y moléculas; en tanto que la segunda le brinda soporte 
mecánico y protección. La pared celular está constituida por tres capas: la capa 
interna, compuesta por peptidoglicano como en otras bacterias; la capa media, 
compuesta por el polisacárido arabinogalactano, cuyos extremos están esterificados 
con ácidos grasos de alto peso molecular, los ácidos micólicos, únicos para las 
micobacterias; y la capa exterior compuesta por una estructura glucolípida. La 
membrana plasmática tiene como característica la presencia de moléculas 
lipopolisacáridos, lipoarabinomananos, lipomananos y fosfatidil-inositol-manósidos 
(Figura 1). Son bacilos ácido-alcohol resistentes por lo cual se tiñen mediante la 
coloración Ziehl-Neelsen, método basado en la coloración con fucsina y decoloración 
con HCl (Kasper et al., 2005).  
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Figura 1: Esquema de la pared celular de las micobacterias (Hong y Hopfinger, 2004).                          
A: Membrana plasmática, B: Proteína transversal, C: Proteína no transversal,                          
D: Peptidoglucano, E: Lipoarabinomanano, F: Arabinogalactano, G: Ácidos micólicos,               
H: Glicolipidos, I: Lípidos libres, J: Porina. 
La mayoría de las micobacterias patógenas tienen un crecimiento lento, después de 3 
a 4 semanas se pueden observar las colonias (Van Embden et al., 1993). Las 
micobacterias son capaces de sobrevivir por largos periodos, siempre y cuando se 
encuentren aisladas de la luz solar ya que la luz ultravioleta y una temperatura mayor 
a 65 °C las inactiva, de igual manera poseen una mayor resistencia a los ácidos, 
álcalis y desinfectantes que el resto de las bacterias, además son resistentes a la 
deshidratación y la congelación (Dorronsoro et al., 2007). 
  
El genoma completo de MTB fue descrito por el Instituto Sanger en el año 1998. 
Comprende alrededor de 4 411 532 pb, que conforman aproximadamente 4 000 genes 
distribuidos equitativamente en el DNA; se conocen las funciones precisas o por lo 
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menos supuestas en el 52 % de estos genes, para el 48 % restante se desconocen 
sus funciones. Entre el 3 y 4 % del genoma de la bacteria está conformado por 
secuencias de inserción (IS), siendo IS6110 la más empleada por su capacidad 
polimórfica para la clasificación de MTB (Cole, 2002). 
II.4. Diagnóstico de la infección tuberculosa    
 
El diagnóstico de TB se lleva a cabo a partir de la identificación de la bacteria en 
muestras provenientes del tracto respiratorio en caso de TB pulmonar, o de 
secreciones, líquidos o biopsias de otras partes del cuerpo (TB extrapulmonar) 
(Jacobs, 1994). Para la identificación de especies del complejo MTB se debe tener en 
cuenta: velocidad de crecimiento, características morfológicas de las colonias, y 
resultados de las pruebas bioquímicas como catalasa a T° ambiente, prueba de 
nitratos, prueba de niacina cuyos resultados en bacterias pertenecientes al complejo 
M. tuberculosis son reacciones positivas (León et al., 2002). 
 
Uno de los métodos con más de 100 años para el diagnóstico inicial de TB es la 
baciloscopía, la cual busca la presencia de bacilos ácido-alcohol resistentes (BAAR), 
también se utiliza el cultivo de los especímenes clínicos en medio de Ogawa-Kudoh 
(OK) o Löwenstein-Jensen (LJ). La baciloscopía se basa en la capacidad de las 
micobacterias para formar complejos estables con ciertos colorantes de arylmetano 
como la fucsina, la cual penetra en la pared celular uniéndose a los complejos micolil 
arabinogalactano. Este complejo retiene el colorante aún después de su exposición al 
ácido alcohol o ácidos minerales. Esta condición es requerida para que un 
microorganismo sea denominado ácido-alcohol resistente.  
 
Las coloraciones que demuestran la condición de ácido-alcohol resistencia de las 
micobacterias son el Ziehl-Neelsen y el Kinyoun (Fleischmann et al., 2002). Es un 
método ventajoso para el diagnóstico de TB ya que es una técnica relativamente 
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sencilla, de muy bajo costo, pero presenta problemas a nivel de sensibilidad, ya que 
en pacientes que no expulsan gran cantidad de bacilos no es posible detectarlos, en 
estos casos se realiza el cultivo, el cual sirve para diagnosticar los pacientes con baja 
carga bacilar, pero presenta el inconveniente que demora mucho el crecimiento y por 
lo tanto el diagnóstico, pero es muy útil para los pacientes que presentan resistencia a 
medicamentos, para la posterior realización de pruebas de sensibilidad a 
medicamentos antituberculosos (Warren et al., 2004; Fujiki A., 2009). El mayor 
inconveniente de la baciloscopía es su baja sensibilidad, 40 – 60 % como se indica en 
una revisión (Lima et al, 2008). Sin embargo ha surgido el método de baciloscopía 
concentrada con hipoclorito de sodio que aumenta la sensibilidad a 70 % 
aproximadamente, este método es de alta validez, casi semejante al cultivo, para el 
diagnóstico de tuberculosis en estos grupos de pacientes con radiografía anormal y BK 
negativo; siendo el costo y tiempo mínimo; así como, accesible a cualquier nivel básico 
de laboratorio (Barón et al., 2012). 
 
Otras metodologías que apoyan el diagnóstico de la TB son los rayos X, métodos 
inmunológicos tales como el Elisa, la realización de la prueba de la tuberculina (León  
et al., 2002; Huebner et al., 1993) que actualmente ha caído en desuso; métodos 
automatizados para la detección rápida de crecimiento bacteriano como BACTEC 
MGIT (CDC, 2006) que permite obtener resultados de pruebas de susceptibilidad a 
drogas anti-TB en un menor tiempo que el método de proporciones, donde BACTEC 
MGIT 960 presenta la ventaja considerable de ser un método no radioactivo (Tortoli   
et al., 2002); y pruebas de biología molecular como PCR que amplifica la secuencia de 
inserción IS6110, característica del complejo MTB (Van Embden et al., 1993). También 
el método PARA (PCR Restriction Analysis), en el cual se realiza una amplificación del 
gen hsp 65 y el producto de PCR se corta con enzimas de restricción (Telenti et al., 
1993); la cuantificación de interferón gamma (Quantiferon) (Middlebrook et al., 1977), 
ésta  técnica se basa en la detección del IFN-gamma liberado como respuesta a la 
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estimulación in vitro de las células T sensibilizadas, presentes en sangre periférica, 
con antígenos específicos de MTB (Lalvani et al, 2001). 
 
En el Perú la aplicación de los sistemas de tratamiento moderno se iniciaron en la red 
de Seguridad Social en 1978, y en el Ministerio de Salud como proyecto piloto en 1983 
(Plan Regional de Tuberculosis, 2006 - 2015). Así durante 1980 se seguía aplicando el 
esquema UNO (tratamiento basado en la administración de rifampicina, isoniacida, 
pirazinamida y ethambutol con seis meses de duración) a pacientes con antecedentes 
de tratamiento, de los cuales actualmente se sabe que eran resistentes a antibióticos. 
Por lo que de esta manera se dio comienzo a la endemia de TB-MDR en el Perú 
(MINSA, 2006). Recién en 1990 llega el Tratamiento Acortado Directamente 
Observado (DOTS) al Perú, en el cual la toma de antibióticos se realiza en forma 
simultánea, diaria y a la misma hora (WHO, 2008). Recién en el año 2005 se 
uniformizan los criterios y técnicas empleadas en el diagnóstico y tratamiento de la 
tuberculosis MDR en el país, en el que se aconseja aplicar los retratamientos 
individualizados para estos casos. 
 
Actualmente en nuestro país se utilizan algunos métodos rápidos y moleculares para 
diagnóstico de TB-MDR (Figura 2), como por ejemplo, la prueba molecular 
Genotype®MTBDRplus (Asencios et al., 2012) diseñada para la detección de 
resistencia a isoniacida y rifampicina en un máximo de 72h a partir de esputo o de 
cultivo, en comparación con los métodos microbiológicos que demandan mucho 
tiempo; así también, el método de APP que demora 30 días a partir del cultivo para la 
obtención del resultado, mientras los métodos de BACTEC-460 y MODS (Caviedes    
et al., 2000; Moore et al., 2006) demoran entre 8 a 15 días respectivamente, desde la 
obtención de la muestra hasta la emisión de los resultados. Se debe señalar que  la 
prueba Genotype®MTBDRplus requiere que la muestra de esputo sea baciloscopía 
positiva para poder utilizarla (Hain Lifescience, 2010), constituyéndose en una 
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herramienta alternativa para la detección rápida de la resistencia de estas drogas 
antituberculosas. 
II.5. Epidemiología molecular de MTB  
 
Actualmente la epidemiología molecular aplicada al estudio de enfermedades 
infecciosas, combina los métodos moleculares para la identificación de agentes 
patógenos con herramientas de la epidemiología convencional para el estudio de la 
distribución, comportamiento y factores de riesgo de una enfermedad (García, 2003). 
Los estudios de genética y epidemiología molecular describen que el genoma de MTB 
posee regiones bien conservadas de DNA específicas de género y regiones 
hipervariables específicas de especie (Sola et al., 2001).  
 
Los métodos moleculares utilizados para el estudio y caracterización de miembros del 
complejo MTB han brindado un gran avance en el conocimiento de la dinámica de 
transmisión de esta enfermedad, han permitido la revelación de las bases genéticas 
implicadas en el desarrollo de resistencia a medicamentos y caracterización de brotes 
epidémicos en poblaciones e identificación de linajes y familias del complejo (Van 
Embden et al., 1993; Kamerbeek et al., 1997; Supply et al, 1997).                                                          
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La secuenciación total del genoma de MTB ha permitido identificar diversos 
marcadores genéticos utilizados para la caracterización y diferenciación de cepas que 
infectan personas en un período de tiempo determinado, los cuales facilitan la 
caracterización de las cepas sin tener que realizar la secuenciación completa de las 
bacterias, constituyendo un ahorro en costos y tiempo (Figura 3) (Kwara et al., 2003; 
Hawkey et al., 2003). 
 
El desarrollo de metodologías de fingerprinting ha permitido realizar estudios de 
transmisión global de la enfermedad, que permiten una comparación de cepas 
circulantes en distintas poblaciones y de esta manera establecer si hay un flujo 
genético de una población a otra, caracterizar brotes, hacer distinción entre 
transmisiones recientes o antiguas, detectar si hay contaminación cruzada en el 
laboratorio, detección de reinfección o recaída en pacientes con episodios secundarios 
de TB, identificación de poblaciones con alto riesgo de transmisión para la posterior 
implementación de la estrategia de control adecuada para contrarrestar la transmisión 
(Van Soolingen, 2001; , Mostrom et al., 2002; Peter et al., 2003). 
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Figura 3: Ubicación de marcadores moleculares en el cromosoma de M. tuberculosis para 
genotipificación: RFLP-IS6110, Spoligotyping y MIRU-VNTR (Barnes et al., 2003). 
Entre las técnicas más empleadas para el estudio genotípico de la TB, sobresalen la 
cuantificación de Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restricción en la 
secuencia de inserción IS6110 (IS6110-RFLP), el Spoligotyping y el Número de 
Repeticiones Variables en Tándem de las Unidades Repetitivas Interespaciadoras en 
Micobacterias (MIRU-VNTR). En la actualidad la utilización en conjunto de las técnicas 
Spoligotyping y MIRU-VNTR han demostrado tener un alto índice de discriminación 
para diferenciar linajes; así como, un fácil manejo de datos, rapidez y bajos costos de 
reproductividad en laboratorios de diagnóstico (Nicol et al., 2008).  
 
La genotipificación de MTB utilizando MIRU-VNTR, fue estandarizada por Supply et al. 
(1997). Los MIRUs son marcadores parecidos a las repeticiones en tándem de número 
variable (VNTR), las cuales están presentes en cientos de copias en los genomas de 
eucariotas superiores, estos están presentes en las especies del complejo MTB y en 
M. leprae (Supply et al., 1997; Supply et al., 2000). 
Cromosoma de 
la cepa X de     
M. tuberculosis 
Genotipificación basada en IS6110 
Genotipificación basada en MIRU 
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Estos marcadores son denominados como microsatélites ya que su tamaño oscila 
entre los 40 y 100 pb, se presentan 41 unidades (Figura 4) de estos MIRUs en el 
genoma de MTB en regiones intergénicas. Inicialmente se describieron 12 locus 
altamente polimórficos, luego se describieron 15 locus más polimórficos, pero 
recientemente se ha descrito que 24 de estas unidades son altamente polimórficas y 
varían en el número de copias entre aislados de MTB no relacionados, confiriéndole 
un mayor poder discriminatorio a esta metodología y convirtiendo estas regiones en 
las estructuras más variables del genoma de MTB. Entre estos loci existen 
repeticiones en tándem similares a los microsatélites de humanos (Supply et al., 1997- 
2000; Martin et al., 2007; Sola et al., 2003;  Van Deutekom et al., 2005). 
 
 
Figura 4: Número de locus MIRUs identificados en el cromosoma de Mycobacterium 
tuberculosis con su nomenclatura (Supply et al., 2006). 
Los genes flanqueantes de estos locus MIRUs están implicados en actividades 
metabólicas y actividades regulatorias de las bacterias, incluyendo la biosíntesis o 
degradación de ácidos grasos, producción de energía y transducción de señales 
(Supply et al., 2006; Frothingham et al., 1998). 
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Los arreglos en los MIRUs son generados por la ocurrencia de eventos intra-alélicos 
sugiriendo la alta conservación de las secuencias repetidas en los MIRUs; es decir, 
que las variaciones en estas secuencias repetitivas son el resultado de una relajación 
en el control de recombinación entre secuencias parcialmente divergentes y la 
inhabilidad por parte de esta bacteria de corregir los errores producidos en la 
transcripción por la DNA polimerasa, lo cual hace que esta bacteria carezca de un 
sistema de reparación (Frothingham et al., 1998; Allix-Berguec et al., 2004). 
 
Esta metodología se basa en la amplificación de cada locus MIRUs con iniciadores 
dirigidos específicamente a cada locus, el resultado de la amplificación de los mismos 
se visualiza en un gel de electroforesis, el número de repeticiones se calcula en base 
al tamaño de los productos de amplificación, la variabilidad en la tipificación está dada 
porque puede haber ausencia de estos locus, y por lo tanto no se observan productos 
de amplificación en locus determinados. El número de repeticiones varia de 2 a 8 
copias, ocasionalmente pueden ser más de 9 en cada locus, pero en ciertas ocasiones 
no presenta copias (Supply et al., 2006; Van Deutekom et al., 2005). 
 
La metodología MIRU tiene un poder discriminatorio igual o ligeramente menor a 
RFLP-IS6110 dependiendo del número de locus MIRU que se tengan en cuenta para 
los estudios, 12, 15 o 24, a mayor número de locus, mayor poder discriminatorio (Allix-
Berguec et al., 2008). Actualmente se considera técnica Gold standard para la 
genotipificación de M. tuberculosis. 
 
Este estudio relacionado a epidemiología molecular de MTB es el primero en utilizar 
24 MIRUs en nuestro país. También se reporta la investigación realizada por Niyaz    
et al. (2003), quienes utilizaron marcadores FLAP para pacientes con y sin VIH en el 
Perú, y describieron los datos que evidencian la diversidad genotípica de cepas 
naturales de MTB de estos pacientes, y concluyeron que el tipo de cepa identificada 
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en este estudio puede estar circulando en otras ciudades de Perú entre los jóvenes 
móviles con infección VIH-1. 
 
Taype et al. (2012), presentan la primera evaluación de la epidemiología molecular de 
MTB en el Perú, caracterizando 323 cepas usando Spoligotyping y MIRU-VNTR. Su 
objetivo fue determinar los niveles de diversidad genética y la diferenciación genética 
dentro y entre los aislamientos peruanos y los factores epidemiológicos que pueden 
ser modelos de estructura de la población y la evolución de MTB en el Perú. Los 
resultados muestran que las principales familias de MTB presentes son América Latina 
– Mediterráneo (LAM), Haarlem, T, y Beijing. 
 
Barletta et al. (2013), identificaron la circulación de linajes predominantes de MTB en 
la población sin factores de riesgo conocido para TB-MDR de San Juan de Lurigancho, 
que es una zona de alta incidencia, utilizando MIRU 15 y Spoligotyping, en el cual se 
investigó la relación entre los linajes, los patrones de resistencia a los medicamentos 
primarios y la edad. El linaje encontrado más prevalente fue Haarlem (29,6 %), 
seguido por T (15,6 %), Beijing (14,1 %), LAM (12,6 %) y Uganda (5 %). A diferencia 
de otros países latinoamericanos, donde el linaje LAM es el más predominante, aquí 
se reporta el linaje Haarlem como el más común. 
 
Sheen et al. (2013), describen los genotipos de pacientes de la comunidad y VIH 
coinfectados con tuberculosis pulmonar en Lima; así como, su relación con la 
resistencia a antibióticos de primera línea utilizando Spoligotyping. Aquí se realizó un 
análisis filogenético y análisis epidemiológico permitiendo identificar clúster y la 
exploración de asociaciones spoligotype con resistencia a los medicamentos, donde 
se encontró que dos spoligotypes se asociaron con MDR especialmente entre los 
pacientes con VIH. Estos datos sugieren la presencia de un brote clonal prolongado en 
el hospital estudiado entre pacientes VIH-MDR; sin embargo, no se concluye que 
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exista una afinidad de cepa específica a la adquisición de resistencia que le confiera la 
presencia de mutaciones. 
 
Recientemente, Cáceres et al. (2014) realizaron la genotipificación de un total de 142 
cepas de MTB extremadamente resistente (XDR) utilizando las técnicas Spoligotyping 
y MIRU-15 (15 loci Unidad repetitiva intercaladas de micobacterias). A diferencia con 
otros países de Latina donde el linaje LAM es el más predominante, se encontró que 
Haarlem es el más común, seguido del linaje T entre las cepas XDR en el Perú. 
II.6. Ventajas en los métodos de genotipificación 
 
El Spoligotyping sobreestima la frecuencia de transmisiones recientes de                   
M. tuberculosis ya que al encontrarse agrupados dos aislamientos sugieren que la 
transmisión se dio en un corto periodo, o cuando se encuentran dos aislamientos 
agrupados con largos periodos de diferencia en tiempo se habla de una reactivación 
endógena o infección crónica; las propiedades evolutivas del Spoligotyping le 
confieren una hipo-variabilidad, manteniéndolo estable durante largos periodos de 
tiempo, por esto se utiliza como primer método de discriminación ya que su reloj 
biológico es lento mientras que MIRU-VNTR posee un reloj biológico más rápido que 
permite diferenciar más eficientemente cepas agrupadas por la metodología previa 
(Savine et al., 2002). 
 
MIRU-VNTR permite identificar casos donde pacientes que no presentan ningún otro 
vínculo epidemiológico, presentan el mismo patrón de genotipificación; lo cual sugiere 
el reporte de algún tipo de contaminación cruzada en el laboratorio. Siendo ésta una 
de las grandes ventajas ofrecidas por esta técnica, ya que de aplicarse rutinariamente 
se podrían identificar rápidamente estos casos, evitando sus consecuencias tales 
como el suministro de un tratamiento antituberculosis a pacientes falsamente 
diagnosticados y el aumento de costos en salud al administrar un tratamiento costoso 
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ineficiente. En el estudio realizado por Allix-Berguec et al. (2008) encontraron que en 
un laboratorio en Bélgica se diagnosticaron seis pacientes con tuberculosis, lo cual 
llamó la atención ya que Bélgica es un país con una muy baja incidencia de 
tuberculosis, al genotipificar por MIRU-VNTR se dieron cuenta que cuatro de estos 
pacientes tenían el mismo genotipo y al correlacionar los resultados con los hallazgos 
de la historia clínica concluyeron que solo tres de los seis pacientes tenían en realidad 
tuberculosis, siendo la detección de contaminación cruzada en el laboratorio otra de 
las grandes bondades ofrecidas por esta técnica. (Allix-Berguec et al., 2004, Allix-
Berguec et al., 2008). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
20 
 
III. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 
III.1 Hipótesis 
 
La técnica molecular 24 MIRU-VNTR tiene poder discriminativo para determinar los 
linajes circulantes de Mycobacterium tuberculosis en una región con alta incidencia y 
permite hacer asociaciones entre éstos y la resistencia a drogas antituberculosas de 
primera línea, así como su transmisibilidad y clonalidad. 
III.2 Objetivos 
 
III.2.1 General  
 
• Identificar los linajes de MTB en la Región Callao utilizando la metodología     
MIRU-VNTR y determinar su asociación a la resistencia a drogas antituberculosas 
de primera línea, transmisión y clonalidad. 
III.2.2 Específicos 
  
• Determinar las características epidemiológicas de linajes circulantes de 
Mycobacterium tuberculosis de la Región de estudio.  
• Correlacionar los resultados de linajes con perfil de resistencia a las drogas 
antituberculosas de primera línea. 
• Determinar el porcentaje de genotipos agrupados y el porcentaje de genotipos 
con patrones únicos de TB para descartar o comprobar casos de transmisión 
reciente. 
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
IV.1. Material Biológico (Población y muestra) 
 
Tamaño de muestra 
Se analizaron un total de 133 DNAs de MTB aisladas de pacientes con tuberculosis 
pulmonar del año 2013. Los aislados fueron recolectados en los diferentes centros de 
salud de la Región Callao (Figura 5), y analizados en la DIRESA CALLAO para 
determinar su perfil de resistencia. En el Laboratorio de Biotecnología y Biología 
Molecular del Instituto Nacional de Salud se realizó la identificación de linajes de MTB. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5: Mapa de la Región Callao. 
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IV.2. Criterios de selección 
 
Criterios de inclusión 
Cepas de Mycobacterium tuberculosis obtenidas de pacientes con tuberculosis 
pulmonar en la Región Callao. 
 
Criterios de exclusión 
• Cepas de Mycobacterium tuberculosis de tuberculosis no pulmonar. 
• Cultivos contaminados durante el período de incubación y/o proceso.  
 
Criterios de eliminación 
Muestras insuficientes para el desarrollo de técnicas moleculares.  
 
Universo de estudio 
Cepas de MTB aisladas de pacientes con TB de la Región Callao. 
 
Universo muestral 
Cepas de MTB aisladas de pacientes con TB de la Región Callao del año 2013.  
 
IV.3. Reactivos 
 
• Buffer 10x (Invitrogen) 
• Betaína 5 M 
• dNTPs Set (Invitrogen) 
• Taq DNA polimerasa Recombinante (Invitrogen) 
• Agua deionizada libre de DNasa/RNasa, grado PCR [dH2O]. 
• MgCl 50 mM (Invitrogen) 
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• Primers Forward y Reverse, los iniciadores para cada uno de los loci MIRU se 
muestran en el Anexo I. 
• KAPA Universal DNA Ladder (100 ng/µL) (KAPA BYOSISTEM) 
• 6X KAPA DNA Loading Dye (KAPA BYOSISTEM) 
• Bromuro de Etidio (0.7μg/mL). 
• Buffer TAE 1X 
• Agarosa (Invitrogen) 
• Etanol al 70 %  
IV.4. Software 
 
El programa Microsoft Excel 2010 para Windows será utilizado para realizar el análisis 
descriptivo de la población de estudio y los análisis bivariados. El portal de Internet 
VNTR Plus: http//:www.miru-vntrplus.org/ y programa Mega 5 se utilizaron para la 
construcción de los dendrogramas y así se obtuvo la cantidad de patrones únicos y 
agrupados usando los genotipos obtenidos por MIRUs-VNTR. 
IV.5. Métodos 
 
Procedimientos de colección y/o recolección, procedimientos de desarrollo y/o 
experimentación, procedimientos de análisis e interpretación de resultados 
IV.5.1. Muestra 
 
Estuvo compuesta por 133 DNAs de M. tuberculosis, aislados de la Región Callao 
proporcionados por la Red DIRESA CALLAO, provenientes de diferentes centros 
hospitalarios y penal de la ciudad del año 2013. Las cepas fueron seleccionadas de 
acuerdo a la disponibilidad de variables clínicas, y a la efectiva recuperación de DNA a 
una concentración mayor igual a 10 ng/µL, bajo estos criterios se escogieron 133 
DNAs los cuales cumplieron con los requerimientos exigidos. 
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IV.5.2. Genotipificación 
 
Caracterización de aislados de M. tuberculosis por la amplificación de los MIRU-
VNTR. La caracterización por MIRU-VNTR se realizará conforme a la técnica 
reportada por Supply y colaboradores (2006); esta técnica utiliza 24 pares de 
iniciadores que amplifican cada uno de los 24 loci génicos MIRU de mayor variabilidad; 
los nombres y sus secuencias se señalan en el Anexo I. Las reacciones de PCR serán 
individuales, cada reacción se llevará a cabo en un volumen de 20 μL. Los 
componentes y volúmenes de la PCR estandarizados para cada locus se muestran en 
el Anexo II. Se incluirá como un control de la reacción DNA proveniente de la cepa de 
referencia H37Rv, la cual es una cepa pansensible a las drogas antituberculosas.   
 
De esta manera se llevarán a cabo 24 reacciones de PCR para cada cepa con un 
programa de amplificación que se muestra en la Tabla 1. 
 
Tabla 1: Ciclos de temperatura para amplificación (Supply et al., 2006). 
 
CICLOS TEMPERATURA TIEMPO 
1X Denaturación 
inicial 
95 ºC 15 min 
40X Denaturación 95 ºC 1 min 
Hibridación 59 ºC 1 min 
Extensión 72 ºC 1.5 min 
1X Extensión final 72 ºC 10 min 
 
Una vez concluida la PCR, los fragmentos amplificados se separaron por electroforesis 
en gel de agarosa al 1.5 % durante 1.5 horas a 160 V, al producto se le agregó 2 μL 
de buffer de carga loading Dye (KAPA BIOSYSTEM). Se empleó como solución de 
corrida TAE 1X. Se utilizó un marcador de peso molecular de 100 pb Kapa Universal 
ladder (KAPA BIOSYSTEM) (Anexo III). Se colocaron 8 μL de muestra y 6 μL de 
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marcador de peso molecular. Para luego teñir el gel con bromuro de etidio a una 
concentración de 0.7 μg/mL. Posteriormente el gel se visualizó en un transiluminador 
de luz UV a una longitud de onda de 302 nm. Se utilizó como control positivo las 
bandas provenientes de la cepa de referencia M. tuberculosis H37Rv. 
IV.5.3. Análisis e interpretación de resultados 
 
Para determinar el número de repeticiones alélicas de cada MIRU, las bandas 
obtenidas se compararon con el marcador de 100 pb (Kapa Biosystem, USA). Así 
mismo, utilizando el software del fotodocumentador Chemidoc XRS (BIORAD) se 
obtuvieron los pesos en pares de bases (pb) de cada microsatélite. Finalmente se 
calculó el número de repeticiones alélicas comparando los pesos obtenidos con una 
tabla de número de copias de MIRUs elaborada por Supply et al. (2006)  (Anexo IV). 
 
Los resultados obtenidos para cada MIRU se consignaron en una base de datos en 
hojas de cálculo de Excel. Para determinar los linajes de MTB, se hizo uso de la 
herramienta disponible en internet: MIRU-VNTRplusHome-Page http://www.miru-
vntrplus.org/MIRU/index.faces (Figura 6), elaborando un dendrograma mediante un 
análisis de similitud. 
Figura 6: MIRU-VNTRplus Home-Page, herramienta útil para determinar los linajes de 
Mycobacterium tuberculosis. 
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El poder discriminatorio se calculó utilizando el Índice Discriminatorio de Hunter 
Gaston, el cual determina qué tan adecuada es una metodología de genotipificación 
para reconocer como diferentes dos aislados sin relación epidemiológica. Se realizó 
una base de datos en EXCEL con variables clínicas y epidemiológicas de los 
pacientes tales como edad, género, lugar de procedencia de la muestra (Centro 
Hospitalario), año de aislamiento, patrón de resistencia a drogas antituberculosas y 
resultado de patrón MIRUs-VNTR, para realizar los análisis bivariados utilizando el 
Software Microsoft Excel para Windows 7. El resumen metodológico se puede 
observar en la Figura 7. 
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V. RESULTADOS 
 
V.1. Estudio epidemiológico de la tuberculosis 
 
Descripción de la población en estudio 
La Región Callao tiene una población de 876 877 habitantes, dato reportado en el 
Censo Nacional del 2007 (INEI, 2007). La población en estudio fue de 133 personas 
diagnosticadas con TB pulmonar en el año 2013 que residen en la Región Callao, los 
cuales fueron conformados de 72.2 % (96) pacientes varones y 27.8 % (37) mujeres 
infectadas con TB. Se determinó que del total de enfermos el 51.1% era menor de 30 
años, 38.3 % entre 30 y 60 años y el 10.5 % eran mayores de 60 años (Tabla 2). 
Tabla 2: Frecuencia del sexo y edad de la población. 
 
  Nº de pacientes Porcentaje (%) 
Masculino 96 72.2 
Femenino  37 27.8 
Total 133 100.0 
<=30 68 51.1 
30<- <=60 51 38.3 
>=60 14 10.5 
Total 133 100.0 
 
La distribución de los pacientes en el estudio epidemiológico se dio en base a sus 
lugares de residencia. Para el análisis visual de la distribución geográfica de los casos, 
se consideró el establecimiento de salud donde se atendían, el cual fue de la siguiente 
manera: 45.1 % (60) de la Red Bonilla, 39.1 % (52) de la Red BEPECA y 15.8 % (21) 
de la Red Ventanilla (Figura 8). 
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Figura 8: Distribución de pacientes según la Red de Salud donde se atendieron. 
 
Susceptibilidad a drogas antituberculosas  
La recolección de datos de los resultados de susceptibilidad antimicrobiana (Tabla 3) 
demostró que 50.4 % (67) eran sensibles a todas las drogas y 49.6 % (66) eran MDR. 
Tabla 3: Frecuencias de los tipos de resistencia a drogas de las cepas. 
  Nº de pacientes Porcentaje (%) 
Sensibles 67 50.4 
MDR 66 49.6 
TOTAL 133 100.0 
 
Los niveles de resistencia (Tabla 4) reportados fueron de 49.6 % (66 casos) para 
isoniacida, 49.6 % (66 casos) para rifampicina, 26.3 % (35 casos) para ethambutol, 
27.8 % (37 casos) para estreptomicina, 12 % (16 casos) para etionamida, 3 % (4 
casos) para kanamicina, 1.5 % (2 casos) para PAS, 5.3 % (7 casos) para 
ciprofloxacina, 7.5 % (10 casos) para capreomicina, 1.5 % (2 casos) para cicloserina y 
24.1 % (32 casos) para pirazinamida. 
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Tabla 4: Frecuencia de resistencia a drogas antituberculosas en la población de estudio de la 
Región Callao. 
Droga antituberculosa 
Nº de 
pacientes Porcentaje (%) 
Isoniacida 66 49.6 
Rifampicina 66 49.6 
Ethambutol 35 26.3 
Estreptomicina 37 27.8 
Etionamida 16 12.0 
Kanamicina 4 3.0 
P- ácido aminosalicílico 2 1.5 
Ciprofloxacina 7 5.3 
Capreomicina 10 7.5 
Cicloserina 2 1.5 
Pirazinamida 32 24.1 
TOTAL PACIENTES 133 100.0 
   
Casos MDR 
De los 66 pacientes con multidrogorresistencia, 72.7 % (48) corresponden al sexo 
masculino y 27.3 % (18) al sexo femenino, cuyas edades oscilaban entre los 16 y 79 
años. Se registró la ubicación de sus lugares de residencia dentro de la Red Bonilla 
(56.1 %), Red BEPECA (33.3 %) y Red Ventanilla (10.6 %) (Tabla 5). 
Tabla 5: Frecuencias y porcentajes de los casos MDR. 
    
SEXO EDAD RESIDENCIA 
    M F 
Menor 
a 30 30 - 60 
Mayor 
a 60 
R. 
Bonilla 
R. 
BEPECA 
R. 
Ventanilla 
MDR Frec.  48 18 35 27 4 37 22 7 
% 72.7 27.3 53.0 40.9 6.1 56.1 33.3 10.6 
 Frec.: Frecuencia 
Los mayores porcentajes de casos MDR pertenecen a pacientes menores de 30 años 
y a los residentes de la Red Bonilla.  
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V.2. Estudio molecular de transmisión de tuberculosis 
 
Evaluación y Cuantificación del DNA genómico 
La extracción de DNA a partir de cultivos de M. tuberculosis se realizó utilizando el kit  
PureLink® Genomic DNA (Invitrogen). En las 133 cepas estudiadas se diluyó a         
10 ng/µL aproximadamente la concentración inicial de DNA de todas las muestras, 
medida a una absorbancia de 260/280 nm (Anexo V), se realizó la cuantificación 
utilizando el equipo Nanodrop 800. 
 
Análisis de Genotipaje basado en 24 MIRU-VNTR 
En cada electroforesis se consideró a la cepa H37Rv como control interno de las 
muestras (Figura 9). 
    
 
     
 
Figura 9: Electroforesis de MIRU-VNTR de 24 loci de la cepa H37Rv. 
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Se realizó el MIRU-VNTR de 24 loci para las 133 cepas de M. tuberculosis de la 
Región Callao. En la Figura 10 se muestra el patrón completo de MIRU-VNTR para la 
cepa 6358/13, cuyo fenotipo corresponde a una cepa pansensible; además se muestra 
en la parte superior de la figura la identificación de cada locus.  
Figura 10: Electroforesis de MIRU-VNTR de 24 loci de la cepa 6358/13. 
En la Figura 11 se muestran los patrones de MIRU-VNTR de la cepa 2212/13 de      
M. tuberculosis MDR. 
 
 
Figura 11: Electroforesis de MIRU-VNTR de 24 loci de la cepa 2212/13. 
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Distribución geográfica de los agrupamientos de procedencia 
En todos los centros de salud estudiados se encontró diversos linajes, observándose 
en la mayoría de los agrupamientos la presencia de pacientes que pertenecían a 
distintas Redes de Salud, relación epidemiológica planteada como un supuesto a ser 
estudiado. Un caso contrario fue lo que se observó en 7 agrupamientos de dos 
aislados cada uno, compuestos por pacientes que se atendían en el mismo centro de 
salud, correspondiendo uno de ellos a dos hermanos que vivían juntos (7167/2013 y 
7317/13).  Como se mencionó, los pacientes provienen de las tres Redes de Salud de 
la Región Callao, los cuales se señalan en la Figura 12 como posibles focos donde se 
encuentran estas cepas. 
Figura 12: Distribución geográfica de Centros de Salud y de pacientes MDR. A: Muestra 
los lugares de distribución de todos los pacientes estudiados según su centro de salud de 
referencia. B: Muestra la distribución de los pacientes MDR, siguiendo el criterio anterior. 
Puntos (Centros de Salud), Cuadrado (Hospitales). 
A B 
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La distribución de las cepas, a pesar de pertenecer a una población relativamente 
pequeña, cubre gran parte de la Región Callao. En referencia a las cepas MDR, como 
se muestra en la Figura 12, se localizan justo en los lugares con una alta densidad de 
TB, marcándose con 27 puntos rojos. Dos casos son los más alejados y  fueron 
reportados en el Centro de Salud Luis Felipe de las Casas. La distribución de los 
perfiles genéticos, como se muestra en el Anexo VI, es indiferenciada al lugar de 
residencia de los pacientes y al lugar de referencia de su centro de salud. 
 
Distribución de linajes 
Los patrones de MIRU 24 identificados mediante comparación por distancia genética 
<0.17; es decir, una tolerancia como máximo de 4 locus de diferencia para          
MIRU-VNTR, mostraron en su gran mayoría patrones no agrupables en algún linaje 
(81.2 %), mientras que los restantes (18.8 %), se agruparon en el linaje LAM y 
Haarlem con 7.52 % cada uno, seguido de Beijing  (3.01 %) y  Uganda (0.75 %). 
 
La identificación de linajes final se realizó por agrupamiento en árbol filogenético 
(Anexo VII). A partir de la realización de la metodología 24 MIRU-VNTR en los 
aislados recuperados, los linajes que se observaron con mayor frecuencia fueron el 
LAM y el  Haarlem con el 51.1 % y el 18.8 % de los aislados respectivamente, seguido 
del linaje Beijing (8.3 %), el 6.0 % de los aislados analizados se caracterizaron dentro 
del linaje Uganda. Los linajes que se presentaron con menor frecuencia fueron el linaje 
T (2.3 %) y el linaje S (0.8 %). El 8.3 % de los aislados presentaron patrones MIRU-
VNTR que no han sido descritos en la literatura (Orphans) (Figura 13 y 14). 
 
 
 
 
35 
 
0,0
10,0
20,0
30,0
40,0
50,0
60,0
70,0
80,0
LAM HAARLEM BEIJING NEW
(Orphans)
UGANDA T S
51,1
18,8
8,3 8,3 6,0
2,3 0,8
P
o
rc
e
n
ta
je
 (
%
)
Linajes
 
Figura 13: Linajes prevalentes en 133 cepas de M. tuberculosis de la Región Callao. 
Figura 14: Dendrograma basado en distancias obtenidas a partir del análisis de              
24 MIRU-VNTR de 133 cepas de Mycobacterium tuberculosis de la Región Callao. 
(Software Mega 5). Con asterisco las cepas Orphans. 
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Poder discriminatorio de cada uno de los locus MIRUs 
La diversidad alélica de cada locus VNTR (Tabla 6) se evaluó usando el índice de 
diversidad Nei y clasificándolo según Sola et al. (2003). Así se determinó cuáles fueron 
los locus más polimórficos y contribuyeron más a la diferenciación de las cepas 
estudiadas. 
Tabla 6: Diversidad alélica MIRU-VNTR en 133 cepas de M. tuberculosis de la Región Callao. 
 
LOCUS 
DIVERSIDAD 
ALÉLICA PODER DISCRIMINATORIO 
MIRU 02 0,4 Moderado 
MTUB04 0,66 Alto 
ETRC 0,71 Alto 
MIRU 04 0,04 Pobre 
MIRU 40 0,76 Alto 
MIRU 10 0,68 Alto 
MIRU 16 0,61 Alto 
MTUB 21 0,67 Alto 
MIRU 20 0,45 Moderado 
QUB 11B 0,76 Alto 
ETRA 0,59 Moderado 
MTUB 29 0,45 Moderado 
MTUB 30 0,7 Alto 
ETRB 0,44 Moderado 
MIRU 23 0,67 Alto 
MIRU 24 0,39 Moderado 
MIRU 26 0,72 Alto 
MIRU 27 0,49 Moderado 
MTUB 34 0,63 Alto 
MIRU 31 0,64 Alto 
MTUB 39 0,65 Alto 
QUB 26 0,82 Alto 
QUB 4156 0,54 Moderado 
MIRU 39 0,22 Pobre 
 
El locus más polimórfico; es decir, aquel que mostró mayor variación en el número de 
alelos, en nuestro estudio fue QUB26 con 10 alelos diferentes, seguido del MIRU 40 y 
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QUB 11b con 8 alelos diferentes y los menos polimórficos fueron los MIRU 4 y 39 con 
sólo 2 alelos. 
Determinación de patrones únicos y agrupados 
Análisis de Cluster 
Se construyó un dendrograma con el fin de determinar el porcentaje de patrones 
únicos y cepas agrupadas a partir de los resultados obtenidos con la genotipificación 
usando MIRUs-VNTR. Se obtuvieron 94 % (125) patrones únicos y 6 % (8) cepas 
agrupadas en 4 clúster, en grupos de 2 cepas  (Figura 16). 
 
En esta muestra se obtuvieron 129 genotipos diferentes por medio de la 
genotipificación por MIRU-VNTR. Posteriormente se analizó cada clúster y se verificó 
que no existía algún nexo epidemiológico entre las cepas agrupadas, también se les 
asignaron los linajes correspondientes. 
 
Distribución de linajes por sexo del paciente 
La identificación de linajes según el sexo de pacientes muestran que para el sexo 
masculino y femenino (Figura 15), el linaje LAM es el mas prevalente (57.3 y 35.1 % 
respectivamente), seguido por el linaje Haarlem el cual presenta mayor prevalencia en 
mujeres (29.7 %) que en varones (14.6 %). El linaje Beijing está presente en mujeres 
(10.8 %) y varones (7.3 %); para el caso de muestras huérfanas (orphans) se reporta 
en varones (9.4 %) y mujeres (5.4 %). Dentro de los linajes menos prevalentes estan 
Uganda, T y S para varones con una frecuencia de 5.2 , 2.1 y 0 %, respectivamente; 
mientras que en mujeres es de 8.1 , 2.7 y 2.7 %, respectivamente.  
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Figura 15: Linajes prevalentes de 133 cepas de M. tuberculosis según género de la Región 
Callao.
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Relación de los linajes identificados y características epidemiológicas de la 
población  
En el caso del linaje LAM se identificaron 68 aislados de los cuales 46 presentaban 
resistencia del tipo MDR, la mayoría de los aislados dentro de este linaje se 
presentaba en pacientes menores de 30 años (40 aislados); así también, de los 
aislados MDR,  27 eran pacientes menores de 30 años. 
 
De los 25 aislados identificados dentro del linaje Haarlem, se encontró que 7 de éstos 
eran resistentes a fármacos, específicamente resistencia MDR en todos los casos. La 
mayoría de los aislados se presentaban en pacientes menores de 60 años (21 
aislados); de los MDR, 3 eran aislados de pacientes menores de 30 años, 2 aislados 
de pacientes entre 30 y 60 años; así como, 2 casos mayores de 60 años. 
 
De los 11 aislados encontrados dentro del linaje Beijing, 4 presentaban tipo de 
resistencia MDR. Dentro de este linaje se reportaron 5 casos de pacientes menores de 
30 años, 4 casos de pacientes entre 30 y 60 años; así como, 2 casos mayores de 60 
años. De los aislados MDR, 3 eran pacientes menores de 30 años. 
 
En el linaje Uganda se caracterizaron 8 aislados de los cuales 5 son del tipo MDR. 
Dentro de este linaje se reportaron 3 casos de pacientes menores de 30 años, 4 casos 
de pacientes entre 30 y 60 años; así como, un solo caso mayor de 60 años. De los 
aislados MDR, 4 eran pacientes mayores de 30 años. 
 
Para los linajes con menor frecuencia (T y S) solo se encontraron 3 y 1 casos 
respectivamente, solo se presentó un aislado MDR para el linaje T. En este linaje se 
presentó el paciente con la mayor edad (85 años). 
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Dentro de los 11 aislados huérfanos se identificó el menor número de casos de 
resistencia a fármacos, reportándose 2 aislados del tipo de MDR. Dentro de los 
aislados huérfanos se reportaron 5 casos de pacientes menores de 30 años, 4 casos 
de pacientes entre 30 y 60 años; así como, 2 casos mayores de 60 años. De los MDR, 
ambos aislados eran de pacientes mayores de 30 años (Anexo VI). 
 
Estudio Molecular de Cepas Resistentes y Sensibles  
En el estudio comparativo de determinación de linajes presentes entre cepas 
reportadas como MDR y cepas sensibles (Figura 17) se determinó que el linaje LAM 
es ampliamente prevalente para cepas MDR (69.7 %) en comparación con las cepas 
sensibles (32.8 %) en las que hay más diversidad de linajes. 
 
El linaje Haarlem es menos prevalente en cepas MDR (10.6 %) en comparación con 
cepas sensibles (26.9 %). La prevalencia de cepas sensibles para este linaje es 
comparable a la del linaje LAM antes mencionado. 
 
Para el caso del linaje Beijing se observa que la prevalencia en cepas MDR (6.1 %) y 
en cepas sensibles (10.4 %) no es significativamente diferente, al igual que el linaje 
Uganda que muestra una prevalencia de 7.6 % en cepas MDR y 4.5 % en cepas 
sensibles, no evidenciando una posible relación fenotipo – genotipo. 
 
Para el caso de linajes con menos frecuencias (T y S) se determinó una prevalencia 
de 1.5 y 0 % respectivamente en cepas MDR; así como, 3 y 1.5 % en cepas sensibles. 
La única cepa determinada como linaje S fue de tipo sensible. 
 
Dentro de los aislados huérfanos se determinó una menor prevalencia (3 %) de éstos 
en cepas MDR, en comparación con un 13.4 % en cepas sensibles.  
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Figura 17: Comparación por agrupamiento en un árbol filogenético de 66 cepas MDR y 67 
sensibles de Mycobacterium tuberculosis. 
 
Estudio Molecular de Cepas MTB por Red de Salud  
En el estudio comparativo de identificación de linajes presentes entre aislados 
pertenecientes a las tres redes de salud del Callao (Bonilla, BEPECA y Ventanilla) 
(Figura 18 y 19), se determinó que el linaje LAM es el más prevalente para las tres 
Redes (61.7, 44.2 y 38.1 %, respectivamente). 
 
El linaje Haarlem presenta una prevalencia de 18.3, 21.2 y 14.3 % para cada una de la 
tres Redes (Bonilla, BEPECA y Ventanilla, respectivamente), evidenciándose una 
distribución estadísticamente similar. Para el caso del linaje Beijing se observa que la 
mayor prevalencia de cepas se encuentra en la Red BEPECA (13.5 %) y menor 
presencia (3.3 %) en la Red Bonilla. 
 
El linaje Uganda presenta una prevalencia de 3.3, 5.8 y 14.3 % para cada una de la 
tres Redes (Bonilla, BEPECA y Ventanilla, respectivamente). Para el caso de los 
linajes con menos frecuencias, el linaje T no fue reportado en la Red Ventanilla; así 
como, el linaje S solo fue identificado en la Red Bonilla. 
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Dentro de los aislados huérfanos se determinó presencia de 2, 5 y 4 aislados 
respectivamente para cada una de las Redes de Salud.                                                 
Figura 18: Mapa de la Región Callao mostrando los linajes prevalentes de 133 cepas de            
M. tuberculosis por Red de Salud. 
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Figura 19: Linajes prevalentes de 133 cepas de M. tuberculosis por Red de Salud de la Región 
Callao. 
 
Epidemiología molecular de cepas MDR TB por Red de Salud 
En el estudio comparativo de identificación de linajes presentes entre aislados MDR 
pertenecientes a las tres redes de salud del Callao (Bonilla, BEPECA y Ventanilla) 
(Figura 20), se determinó que el linaje LAM sigue siendo el más prevalente para las 
tres Redes (81.1, 50.0 y 71.4 % respectivamente). 
 
El linaje Haarlem presenta una prevalencia de 8.1 y 18.2 % para la Red Bonilla y 
BEPECA, respectivamente. La Red Ventanilla no reportó casos. Para el caso del linaje 
Beijing se observa una prevalencia de 2.7, 9.1 y 14.3 % para las redes Bonilla, 
BEPECA y Ventanilla, respectivamente. 
 
El linaje Uganda presenta una prevalencia de 5.4, 9.1 y 14.3 % para cada una de la 
tres Redes, respectivamente. Para el caso de linajes con menos frecuencias, el linaje 
T solo fue reportado en 1 aislado de la Red BEPECA. 
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Dentro de los aislados huérfanos se identificó dos MDR, uno perteneciente a la Red 
Bonilla y el otro a la Red BEPECA. No se reportó presencia de cepas del linaje S. 
 
 
Figura 20: Linajes prevalentes de 66 cepas MDR de M. tuberculosis por Red de Salud de la 
Región Callao. 
 
Relación de los linajes identificados y características epidemiológicas de la 
población para cepas MDR 
 
Dentro de la Red Bonilla 
En el linaje LAM se identificaron 30 aislados, dentro de este linaje se presentaron 
pacientes menores de 30 años (16 aislados), entre 30 y 60 años (13 aislados) y 
mayores de 60 (1 aislado). De los 3 aislados identificados dentro del linaje Haarlem se 
presentaron 2 aislados en pacientes menores de 30 años y 1 mayor de 30 años. Un 
solo aislado se reportó como linaje Beijing, con 20 años. En el linaje Uganda se 
caracterizaron 2 aislados, pacientes con 42 y 59 años. Solo un aislado huérfano se 
identificó con 73 años de edad. 
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Dentro de la Red BEPECA 
En el linaje LAM se identificaron 11 aislados, dentro de este linaje se presentaron 
pacientes menores de 30 años (7 aislados) y mayores de 30 años (4 aislados). De los 
4 aislados identificados dentro del linaje Haarlem se presentaron pacientes menores 
de 30 años (1 aislado), entre 30 y 60 años (1 aislado) y 2 mayores de 60 años. Dos 
aislados se reportaron como linaje Beijing, uno menor de 30 años y el otro entre 30 y 
60 años. En el linaje Uganda se caracterizaron 2 aislados con 29 y 44 años. En el 
linaje T se identificó un aislado de 35 años de edad. Solo un aislado huérfano se 
identificó con 43 años de edad. 
 
Dentro de la Red Ventanilla 
En el linaje LAM se identificaron 5 aislados, la mayoría de los pacientes dentro de este 
linaje se presentaba en pacientes menores de 30 años (4 aislados). No se reportó 
aislados en el linaje Haarlem. Un solo aislado se reportó como linaje Beijing, paciente 
con 28 años de edad. En el linaje Uganda se caracterizó un aislado también, con 39 
años. No se reportó aislados Huérfanos. 
 
V.3. Estudio comparativo de cepas de circulación fija con cepas de circulación 
continua 
En el estudio comparativo de determinación de linajes presentes entre 8 cepas MTB 
provenientes del Penal Sarita Colonia y 9 cepas del Hospital Daniel Alcides Carrión, se 
determinó que el linaje LAM es el prevalente en cepas del Penal (87.5 %), donde todas 
las muestras para este linaje se reportaron como MDR, solo un aislado se identificó 
como linaje Beijing. 
 
En el caso del Hospital Daniel Alcides Carrión se observó una distribución más 
concordante con los resultados de la genotipificación a nivel de toda la Región de 
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estudio. El linaje Haarlem es el más prevalente (33.3 %), seguido por LAM y Beijing 
(22.2 % ambos) y T (11.1 %). Un 11.1 % se reportó como aislado Huérfano (Figura 
21). 
 
Figura 21: Comparación por agrupamiento en un árbol filogenético de 8 cepas MTB 
provenientes de Penal y 9 cepas MTB de Hospital HNDAC. 
 
V.4. Poder discriminatorio de la metodología 24 MIRU-VNTR 
 
El poder discriminatorio del método de genotipificación se calculó por medio del índice 
discriminatorio de Hunter Ganston (HGDI) (Hunter et al., 1988), utilizando la siguiente 
fórmula: 
 
Dónde: 
N: Número total de aislamientos en el estudio. 
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Tabla 7: Poder discriminatorio de 24 MIRU-VNTR en 133 cepas de Mycobacterium tuberculosis 
de la Región Callao. 
24 MIRU – VNTR 
Nº Cepas Nº Clúster Patrones únicos HDGI 
133 4 129 0.9995 
 
V.5. Análisis estadístico de los aislamientos agrupados 
 
Para tratar de establecer una asociación entre las diferentes variables y las cepas 
agrupadas en la muestra de estudio, se realizaron pruebas de Fisher, se utilizó el test 
exacto de Fisher cuando los valores esperados eran menores a 5 (Juez, 2001). Los 
resultados se muestran en la Tabla 8. 
Tabla 8: Relación entre agrupamiento con variables clínicas y demográficas. 
VARIABLE AGRUPADO NO AGRUPADO VALOR P 
Género 
Masculino 46 50 
0.1488  Femenino 4 33 
Centro de Salud 19 114 0.0880  
Resistencia 
Si                44 22 
0.1523 No 36 31 
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VI. DISCUSIÓN 
 
VI.1. Epidemiología de la tuberculosis en la Región Callao 
Debido a la naturaleza compleja de la historia natural de la tuberculosis los estudios 
epidemiológicos sobre la transmisión de la enfermedad han sido incompletos y de 
difícil ejecución. Sin embargo, la implementación de técnicas moleculares para la 
genotipificación de M. tuberculosis ha contribuido de forma importante a la 
comprensión de las dinámicas de transmisión de este microorganismo.  
 
En este estudio, por primera vez en Perú, se utilizó la técnica de 24 MIRU-VNTR para 
caracterizar molecularmente cepas de M. tuberculosis aisladas de pacientes con 
tuberculosis pulmonar que reciben atención médica en centros de salud de la Región 
Callao.  
 
Sobre la población en estudio 
La tuberculosis constituye uno de los principales problemas de Salud Pública en el 
Perú, siendo reportados en el año 2013 el número total de 9 millones de casos de TB 
notificados y con una tasa de morbilidad de 126 x 100 000 habitantes, siendo las 
zonas de mayor incidencia las de Lima y Callao, las cuales notificaron el 54 % de 
casos de todo el país en el 2012. 
 
En la presente investigación se halló que el 94.3 % de la población enferma estaba 
dentro de la edad reproductiva, es decir entre los 15 a 55 años, dato que concuerda 
con la nota pública de la OMS en referencia a la tuberculosis, en la cual señala que 
esta enfermedad afecta mayormente a personas dentro de la edad productiva en los 
países subdesarrollados (WHO, 2008), considerando que la población 
económicamente activa (PEA) en nuestro país refiere un estimado de 15 676 000 
50 
 
personas (INEI, 2007), los cuales se constituyen en una población expuesta a mayores 
riesgos de infección por sus contactos con otros enfermos sea por motivos de trabajo, 
educación, transporte, diversión, etc. 
 
Sobre la transmisión de la tuberculosis 
Estadísticamente los niveles de transmisión de la tuberculosis dentro del estudio no 
están asociados con el sexo, edad, lugar de residencia o tipo de resistencia según lo 
demuestra la Tabla 8. Similares resultados se observan en algunos de los trabajos 
relacionados con la epidemiología molecular de la tuberculosis (Van Soolingen et al., 
2001; Foschiani et al., 2002). 
 
Los varones poseen mayor riesgo de contagio que las mujeres, además se reporta 
que los pacientes menores de 30 años presentan mayor riesgo de contagio que los 
mayores de 30 años, y este riesgo va disminuyendo conforme aumenta la edad de los 
pacientes (Tabla 2). Estas observaciones son similares a lo reportado en la población 
general infectada con tuberculosis en América, en los cuales los reportes de 
tuberculosis publicados por OMS para América señalan que los varones poseen mayor 
cantidad de casos notificados de infección que las mujeres, además que las edades 
con mayor riesgo son entre 15 y 34 años de edad. 
 
Los riesgos de infección en relación a los tipos de resistencia encontrados (Tabla 4) 
no poseen una interpretación definida con respecto a los demás parámetros, por lo 
cual son solo datos referenciales. Es probable una infección mixta de clonas de         
M. tuberculosis en un paciente (Small et al., 1993; Nienman et al., 2000) lo cual se 
reflejaría en los resultados del riesgo. 
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Sobre la distribución geográfica de las cepas de M. tuberculosis 
En relación a la Figura 12 A se observa un aumento de la dispersión geográfica de las 
cepas desde el centro de la ciudad hacia las zonas marginales, a diferencia de las 
distribuciones geográficas reportadas en Estados Unidos (Munsiff et al., 2002) y 
Colombia (Miranda et al., 2006), dado que en estos países se observa una dispersión 
geográfica que aumenta desde las márgenes hacia el centro de la ciudad. Similar 
comportamiento se observa en la distribución de cepas MDR (Figura 12 B). 
 
Sobre la frecuencia de resistencia a fármacos 
Uno de los grandes problemas en torno a la tuberculosis en el Perú es la presencia de 
cepas MDR y XDR. El reporte del año 2013 notificó la presencia de 1260 casos MDR, 
con una morbilidad de 9,6 para cada 100 000 habitantes en el Perú y de las cuales el 
11.9 % del total fueron registrados en la Región Callao. 
 
En nuestro país se han notificado desde el año 1997 formas clínicas de tuberculosis 
XDR, reportándose a la fecha 480 casos, de los cuales las dos terceras partes de 
pacientes afectados han muerto (MINSA, 2013). Lo cual es resultado de un 
tratamiento discontinuo que conllevaría al aumento de manera exponencial de las 
bacterias, y a la aparición por azar de cepas MDR y XDR, que luego son contagiadas 
a otra persona. 
 
Como se observa la población estudiada presenta un alto porcentaje de cepas          
M. tuberculosis resistentes a fármacos (49.6 %), reportándose todos como MDR  
(Tabla 3), por lo que es posible que la población haya presentado un alto índice de 
diagnóstico por fracaso de tratamiento o que se haya seleccionado muchas cepas con 
esta característica en el número de muestras, o también que una población colectada 
en solo un año ha podido inferir una situación más aguda en cuanto a las resistencias, 
que en una población de mayor número (Foschiani et al., 2002). Los mayores 
52 
 
porcentajes de cepas MDR pertenecen a las personas menores de 30 años y a los 
residentes de la Red Bonilla (Tabla 5). La existencia de un número alto de cepas      
M. tuberculosis MDR en la Región Callao, coincide con los reportes de la OMS y el 
Ministerio de Salud del Perú.  
 
La resistencia a rifampicina está a menudo relacionada con la resistencia a isoniacida 
y a otras drogas, por lo que el estudio de estas características es fundamental en la 
vigilancia de M. tuberculosis MDR (Miranda et al., 2006). Siendo altamente 
preocupante los altos niveles de resistencia a rifampicina e isoniacida (49.6 %), en una 
muestra de 1 año, lo que puede significar una alarma para el sistema de vigilancia, los 
cuales no son reportados por los sistemas de salud actuales, a pesar de existir 
reportes del Instituto Nacional de Salud en el año 2005 en el que para un total de 2014 
muestras analizadas de pacientes con tuberculosis, los porcentajes de resistencia a 
dogras antituberculosas más altos fueron a Isoniacida, Rifampicina y Estreptomicina, y 
los porcentajes aumentaron cuando se reportaron interacciones de resistencia entre 
ellas; así también, alguna muestras presentaron resistencia hasta a cinco drogas 
antituberculosas. Para este estudio se reportan casos que presentan resistencia hasta 
de 9 drogas (Paciente código 8638/13 – Anexo VI). 
 
En este estudio se documentó dos casos de zoonosis por M. bovis, los cuales 
presentaron resistencia solo a pirazinamida, resultado esperado ya que estos casos 
presenta resistencia intrínseca a este fármaco, característica reportada por Cataldi y 
Romano (2007). 
VI.2. Estudio genotípico molecular 
 
El análisis de MIRU-VNTR de 133 aislados estudiados mostró 125 cepas (94 %) con 
patrones únicos; es decir, que no están epidemiológicamente relacionados mientras 
que 8 de las cepas (6 %) estaban integradas en 4 cluster (clustering rate 24 MIRU-
53 
 
VNTR = 0.03). Este hallazgo es semejante a lo reportado por Martin et al. (2007) 
quienes demuestran que MIRU-VNTR es capaz de discriminar y diferenciar aislados 
con un supuesto mismo patrón de Spoligotyping. 
 
El dendrograma de la Figura 16 muestra que en la población de estudio existe una 
baja clonalidad y un alto número de polimorfismos genotípicos en las cepas, estos 
datos son concordantes con los hallazgos de Baldeviano et al. (2007) y Capcha et al. 
(2005) en el Perú, y a diferencia de lo que ocurre en otros países, en los cuales existe 
una alta clonalidad y un bajo número de genotipos relacionados con esta bacteria, 
como por ejemplo los estudios de Yang et al. (1992) en Dinamarca; Van Soolingen     
et al. (2001) en el este de Holanda; Munsiff et al. (2002) en Estados Unidos y Díaz 
(2003) en Cuba. 
 
En general, en estos estudios mencionados se encuentran grandes agrupaciones de 
cepas con igual genotipo, siendo raro encontrar clonas aisladas como sucede en gran 
número en el Perú, además los genotipos de estas agrupaciones tienden a 
desaparecer a lo largo del tiempo, como lo describió Van Soolingen et al. (2001), 
quedando un menor número de agrupaciones y de genotipos diferentes a lo largo de 
los años. 
 
En el análisis se identificaron 12 aislados de MTB con un código MIRU-VNTR cero. 
Este tipo de variantes genéticas no son comunes para aislados de Mycobacterium sp., 
utilizando estos métodos específicos para el complejo; por lo que es necesario realizar 
secuenciación completa de dichos aislados para confirmar si se trata de clonas de 
MTB no reportadas en otros países; así mismo, señalar la necesidad de continuar con 
estudios moleculares prospectivo que permitan dar seguimiento a la capacidad de 
diseminación de estas clonas. La naturaleza transversal de este trabajo solo nos 
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permite plantear la hipótesis de nuevas clonas. Sin embargo, sus características 
epidemiológicas e implicaciones clínicas futuras no pueden ser determinadas. 
 
Otros resultados interesantes que se encontraron al realizar este estudio son: el alto 
polimorfismo de genotipos dentro de la población de M. tuberculosis MDR en estudio, 
los cuales en la gran mayoría de casos no son ni siquiera comunes con los reportados 
anteriormente, donde se encontraron grandes grupos de cepas MDR con un patrón 
igual y otro grupo más pequeño con un patrón diferente a los casos peruanos 
encontrados (Aguilar et al.,2010; Iwamoto et al., 2012); otro resultado interesante es la 
igualdad de genotipos entre cepas sensibles con cepas MDR, siendo estos casos 
registrados en el Perú por Baldeviano et al. (2003) y por Foschiani et al. (2002); 
Miranda et al. (2006) en otros países de Sudamérica. 
 
Hasta el 2014 no había información genómica de una cepa MDR en Perú. Por lo tanto, 
la obtención de esta información es un paso clave en la comprensión de la biología del 
patógeno y la mejora del tratamiento para TB. Galarza et al. (2014) caracterizaron 
genómicamente una cepa Mycobacterium tuberculosis (INS-MDR), a partir de un 
paciente con TB activa. Se identificó como linaje LAM utilizando la metodología 24 
MIRU-VNTR y SNPs. Además se comparó con una cepa africana demostrando que a 
pesar de las diferencias en el origen geográfico y la alta incidencia de tuberculosis en 
África del Sur, las cepas tienen similares proporciones de SNPs, que muestran un alto 
grado de conservación en la estructura del genoma. Sus resultados sugieren que el 
estallido de la tuberculosis farmacorresistente en Lima y Callao puede ser debido a 
una expansión clonal de la misma cepa; sin embargo, se requiere más información 
genómica. 
 
El linaje LAM para la Región Callao se encontró con una prevalencia del 51.1 %, se 
cree que este linaje se originó en África (Viegas et al., 2010, Thumano et al., 2012, 
55 
 
Homolka et al., 2008), y que llegó a América durante la colonización del continente, 
por eso su alta frecuencia en Latino América (Cerezo et al., 2011, Taype et al., 2012, 
Aristimuño et al., 2006). En el presente trabajo, este linaje se identificó mayormente en 
toda la Región Callao, la residencia o migración de personas provenientes de América 
Latina hacia la Región Callao mediante el Aeropuerto Internacional Jorge Chávez o 
Puerto del Callao pudo haber originado la diseminación rápida de este linaje. 
 
El segundo linaje con mayor prevalencia fue el Haarlem, el cual se identificó en la 
Región Callao en 18.8 %. El linaje Haarlem es típico de Europa (Jagielski et al., 2010, 
Ghebremichael et al, 2008), pero se ha reportado con mayor frecuencia en América 
Central (Rosales et al., 2010), se puede inferir que esto se debe al intenso flujo 
migratorio que existe entre estos países.  
 
Los resultados obtenidos con respecto al linaje Haarlem, fueron similares a lo 
reportado por Taype y Col. (2012) en Perú, al observarse que la mayoría de los 
aislados pertenecientes al mismo linaje no presentaban resistencia a fármacos. Este 
hallazgo es interesante ya que la pertenencia a este linaje podría ser un marcador no 
excluyente para identificar de manera rápida mayor sensibilidad a fármacos. 
 
El linaje T se halló en el 2.3 % de aislados de la Región Callao, la presencia del linaje 
T concuerda con lo reportado en investigaciones internacionales, y apoya la idea de 
que este linaje tiene una distribución global (Molina et al., 2010, Taype et al., 2012), en 
el presente estudio la mayor incidencia de este linaje se presenta en la Red BEPECA.  
 
El linaje asiático (Beijing), presentó más casos sensibles que casos MDR; sin 
embargo, se conoce que las cepas asiáticas tienen tendencia a desarrollar 
multidrogorresistencia más frecuente que los otros linajes en zonas endémicas propias 
del linaje, como es el caso de China (Aguilar et al., 2010, Rindi et al. 2009), 
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debiéndose posiblemente a la adaptabilidad al ambiente establecido. La presencia de 
este linaje  no es cada vez más prevalente en el Perú; sin embargo, se han reportado 
en estudios previos (Nava-Aguilera, E. et al., 2011, Zenteno-Cuevas et al., 2012), en 
donde se puede deducir que este linaje es común en estados portuarios debido a la 
ruta comercial que existe entre Perú y países asiáticos. Posiblemente, la presencia de 
este linaje en la Región Callao está relacionada con flujos migratorios de población 
que radica en la costa y de ahí se fue diseminando hacia el centro del país, 
contribuyendo a su expansión.  
 
El linaje Uganda se identificó con una frecuencia del 6 %, que concuerda con reportes 
anteriores (Barletta et al. 2013 y Taype et al., 2012) para nuestro país; así como, en 
investigaciones internacionales para Sudamérica (Dos Santos et al., 2013, Candia et 
al., 2007 y Abadía et al., 2009). 
 
El linaje S se identificó con una frecuencia muy baja (0.8 %), si bien se desconoce su 
origen, se cree que es un linaje nuevo, ya que se ha reportado en el mundo con una 
pequeña frecuencia (Cerezo et al., 2011, Baboolal et al., 2009, Taype et al., 2012) tal 
como lo reportado en la presente investigación. 
 
El 8.3 % de las cepas no pudieron ser identificadas mediante comparación por 
agrupamiento en árbol filogenético NJ, a partir de su búsqueda en la base de datos 
mundial SpolDB 4.0, debiéndose posiblemente a la adaptación de la micobacteria a los 
respectivos nichos ecológicos, los cuales han ayudado de manera importante a su 
diversificación y particularidad. 
 
Los resultados obtenidos para los linajes prevalentes de Mycobacterium tuberculosis 
en la Región Callao son concordantes con investigaciones realizadas a nivel de 
América Latina.  
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Candia et al. (2007) en Paraguay utilizaron la metodología Spoligotyping y MIRU 12 
para identificar el linaje en 220 muestras de las cuales 6 eran MDR, este estudio 
reportó al linaje LAM como el más prevalente con 52.3 %, seguido del linaje Haarlem 
con 18.2 %, muestras Orphans con 10 %, el linaje Beijing con una prevalencia mínima 
de 0.5 % y los linajes T y S con 8.6 % y 9.5 % respectivamente. 
 
Abadia et al. (2009) en Venezuela utilizaron la metodología Spoligotyping y MIRU 24 
para identificar el linaje de 1298 muestras, este estudio también reportó al linaje LAM 
como el más prevalente con 53 %, seguido por el linaje T con 10.6 %, Uganda con   
9.7 %, el linaje Haarlem con 5 %, el linaje Beijing con una prevalencia mínima de 0.4 
% y el linaje S con 1.9 %. Las muestras Orphans reportaron una prevalencia de 17.9 
%. 
 
Dos Santos et al. (2013) en Fortaleza Brasil utilizaron la metodología Spoligotyping 
para identificar el linaje de 115 muestras de las cuales 48 eran MDR, este estudio 
también reportó al linaje LAM como el más prevalente con 33 %, seguido por el linaje 
Haarlem con 12.2 %, Uganda con 5.2 %, el linaje T y S con 2.6 % y 0.9 %, 
respectivamente Las muestras Orphans reportaron una prevalencia de 36 %. 
 
La prevalencia de linajes de Mycobacterium tuberculosis según investigaciones en 
Perú, reportan algunas diferencias con respecto a los resultados de la presente 
investigación. 
 
Taype et al. (2012) en Lima Norte utilizaron la metodología Spoligotyping y MIRU 12 
para identificar el linaje de 323 muestras de las cuales 26 eran MDR, este estudio 
reportó al linaje LAM y T como los más prevalentes con 23.8 % ambos , seguido por el 
linaje Haarlem con 22.3 %, Beijing con 9.3 % y Uganda con 3.6 %. Las muestras 
Orphans reportaron una prevalencia de 13.3 %. 
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Barletta et al. (2013) también en Lima Norte utilizaron la metodología Spoligotyping y 
MIRU 15 para identificar el linaje de 199 muestras de las cuales 15 eran MDR, este 
estudio reportó al linaje Haarlem como el más prevalente con 29.6 % , seguido por el 
linaje T con 15.6 %, Beijing con 14.1 %, LAM con 12.6 % y Uganda y S con 8.5% y     
1 %, respectivamente. Las muestras Orphans reportaron una prevalencia de 15.1 %. 
 
Cáceres et al. (2014) con muestras aleatorias de todo el Perú, utilizaron la 
metodología Spoligotyping y MIRU 15 para identificar el linaje de 142 muestras XDR, 
este estudio reportó al linaje Haarlem como el más prevalente con 43.6 % , seguido 
por el linaje T con 27.5 %, LAM con 16.2 %, Beijing con 9.2 %. Las muestras Orphans 
reportaron una prevalencia de 1.4 %. 
 
Este panorama posiblemente es consecuencia del alto flujo de visitantes que recibe 
esta Región (Aeropuerto y Puerto); por lo tanto, es posible el mayor contacto de los 
pobladores de la Región Callao con personas extranjeras en comparación con 
poblaciones aledañas.. 
 
Esto sugiere que aunque no se puede comprobar la existencia de un linaje relacionado 
con la resistencia, sí existen algunas clonas de linajes más ampliamente distribuidas y 
por lo tanto, más fácilmente detectables que otras. No se encontró una clara 
correlación entre linajes y la jurisdicción de origen de los pacientes de donde se 
obtuvieron los aislados de M. tuberculosis tanto sensibles como MDR. 
VI.3. Genotipificación piloto en el Penal Sarita Colonia 
 
En el estudio comparativo de determinación de linajes presentes entre 8 cepas MTB 
provenientes del Penal Sarita Colonia determinó que linaje LAM es el prevalente en 
cepas de Penal (87.5 %), donde todas las muestras para este linaje se reportaron 
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como MDR y el Beijing (12.5 %). Esto es concordante con investigaciones previas 
(Ivanov et al., 2004) las cuales indican la prevalencia de un solo linaje a través del 
tiempo dentro de un lugar cerrado al flujo de personas (hospederos) y se demostró la 
transmisibilidad de cepas MDR pertenecientes a estas dos familias. 
 
VI.4. Sobre la metodología 24 MIRU-VNTR 
 
Poder discriminatorio de cada uno de los locus MIRUs 
La diversidad alélicas de cada locus VNTR (Tabla 6) se evaluó usando el índice de 
diversidad Nei  y clasificándolo según Sola et al. (2003). Así se determinó una nueva 
serie de locus más polimórficos. 
 
La diversidad alélica de los 14 MIRU-VNTR con alto polimorfismo en las 133 cepas de 
M. tuberculosis de la Región Callao son: QUB 26 (0.82), QUB 11b y MIRU 40 (0.76) 
ambos, MIRU 26 (0.72), ETRC (0.71), MTUB 30 (0.70),  MIRU 10 (0.68), MIRU 23  y 
MTUB 21 (0.67) ambos, MTUB04 (0.66), MTUB39 (0.65), MIRU 31 (0.64), MTUB34 
(0.63) y MIRU 16 (0.61). Los cuales contribuyeron mejor a la diferenciación de las 
cepas estudiadas en la Región Callao y podrán ser utilizados para estudios 
epidemiológicos futuros. 
VI.5. Importancia del Estudio 
 
La Región Callao muestra una gran diversidad de linajes; así como, la presencia de 
patrones huérfanos endémicos. La información reportada en esta investigación permite 
reconocer los linajes que se encuentran circulando en toda la región; así mismo, su 
posible relación con multidrogorresistencia, lo cual será de gran utilidad al sector 
salud, para establecer programas de control y prevención oportuna de casos de 
tuberculosis. 
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VII. CONCLUSIONES 
 
• La metodología de genotipificación MIRU-VNTR usada en el presente estudio 
posee una alta resolución para la observación de un gran número de polimorfismos 
dentro de una población bacteriana de M. tuberculosis, por lo que es adecuada para 
realizar estudios epidemiológicos. 
 
• La genotipificación utilizando la metodología MIRU-VNTR para 133 muestras 
analizadas de la Región Callao reportó un alto poder discriminatorio de este método 
con un HGDI de 0.995, además que el linaje LAM fue el más prevalente (51.1 %), 
seguido por Haarlem (18.8 %), el linaje asiático Beijing (8.3 %), el linaje Uganda se 
identificó en el 6 % y los linajes T y S se observaron con un 2.3 % y 0.8 %, 
respectivamente. Se identificaron como Orphans (huérfanos) un 8.3 % de las cepas 
analizadas.  
 
• Ningún linaje de M. tuberculosis estuvo relacionado con la jurisdicción de origen de 
los pacientes ni con el patrón de susceptibilidad.  
 
• Existen cepas sensibles a las drogas antituberculosas que poseen igual genotipo 
que las cepas resistentes. 
 
• Existe una baja clonalidad y un alto número de polimorfismos genotípicos de las 
cepas, por lo cual no se puede asociar un perfil genotípico particular con 
determinadas drogorresistencias. 
 
• La población masculina presenta mayor riesgo de contagio por TB, encontrándose 
dentro del rango de edad reproductiva, siendo la población de mayor riesgo los 
menores de 30 años. 
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VIII. RECOMENDACIONES 
 
• Se recomienda continuar los estudios epidemiológicos moleculares sobre TB como 
una herramienta de vigilancia dentro de nuestra población. 
 
• La población escogida dentro de los estudios epidemiológicos generales en TB 
deberían tomarse dentro de una muestra que abarquen hospitales de todos los 
sistemas de salud (MINSA, ESSALUD y Fuerzas Armadas), lo cual es ideal en este 
tipo de investigaciones. 
 
• El análisis y la discusión de los métodos moleculares de genotipificación siempre 
deben de complementarse con los datos epidemiológicos de cada uno de los 
pacientes. 
 
• Dentro de los patrones de riesgo relacionados con los dendrogramas producidos en 
base a patrones genéticos, es recomendable solo usar agrupaciones con 
similitudes mayores o iguales al 80 %, como medida estándar. 
 
• Se recomienda estandarizar el proceso de PCR con el DNA de la cepa de 
referencia H37Rv, la cual es pansensible a antibióticos antituberculosos y cuyo 
patrón de genotipificación constante es reportado por las bases de datos mundiales. 
 
• Al realizar comparaciones con bases de datos internacionales se deben tener en 
cuenta las diferentes variables e información de los pacientes con el fin de 
establecer relaciones entre dichas variables con los linajes particulares. 
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• Implementar la automatización de este método de genotipificación para hacer más 
eficiente y económico el proceso 
 
• La presencia de cepas multidrogorresistentes: MDR y XDR con amplia permanencia 
y circulación en la Región, además de la presencia de cepas sensibles con igual 
genotipo que las drogorresistentes, conduce a que el sistema de salud del país 
debe mejorar sus políticas de salud frente a esta enfermedad que afecta a más de 
30,000 personas con casos nuevos de TB. 
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ANEXO III: Marcador de peso molecular de 100 pares de bases. 
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ANEXO VII: Árbol filogenético NJ de 133 cepas de M. tuberculosis de la Región 
Callao + 186 cepas de M. tuberculosis de la base de datos SpolDB 4.0. 
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